per 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCI) 



(51) Classification Internationale des brevets $ 

C12N 1/21, 15/70, 15/75 
C12N 15/31, A61K 39/07 



Al 



(11) Nuraero de publication Internationale: WO 92/19720 

(43) Date de publication Internationale: 12 novembre 1992 (12.11 .92) 



(21) Numero de la demande international : PCT/FR92/00397 

(22) Date de depot international : 30 avril 1 992 (30.04.92) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

91/05417 2 mai 1991 (02.05.91) FR 



(71) Deposant (pour tons les Etats designes sauf US); INSTl l UT 

PASTEUR [FR/FR]; 25-28, rue du Dr.-Roux, F-75724 
Paris Cedex 15 (FR). 

(72) Inventeurs;et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement) : MOCK, Michele 
[FR/FR]; 6, rue du Commandant-Lamy, F-75011 Paris 
(FR). CATALDI, Angel [AR/AR]; Quirno 115, 1406 
Buenos Aires (AR). PEZARD, Corinne [FR/FR]; 54, rue 
Nationals F-75013 Paris (FR). 



(74) Mandataires: GUTMANN, Ernest etc. ; Ernest Guttmann 
- Yves Plasseraud S.A., 67, Boulevard Haussmann, F- 
75008 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AT (brevet europeen), BE (brevet euro- 
peen), CH (brevet europeen), DE (brevet europeen), DK 
(brevet europeen), ES (brevet europeen), FR (brevet 
europeen), GB (brevet europeen), GR (brevet europeen), 
IT (brevet europ6en), JP, LU (brevet europeen), MC 
(brevet europeen), NL (brevet europeen), SE (brevet 
europeen), US. 



Publiee 

Avec rapport de recherche Internationale. 
Avant 1' expiration du delaiprevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si de telles modifications sont 
recues. 



(54) Title: IMMUNOGENIC RECOMBINANT STRAINS OF B. ANTHRACIS AND IMMUNOGENIC COMPOSITIONS 
CONTAINING SAME 



(54)Titre: SOUCHES RECOMBINANTES IMMUNOGENES DE B. ANTHRACIS - COMPOSITIONS IMMUNOGENES 
LES CONTENANT 



(57) Abstract 

A recombinant strain of B. anthracis is characterized in that it can induce the production of protective antibodies against 
virulent strains of B. anthracis in a human or animal host, and characterized also by the mutation of the pXOl plasmid of at least 
one given gene coding for a protein which causes a toxic effect of B. anthracis, wherein said mutation leads to the deletion of all 
or part of said gene which codes for the protein causing the toxic effect, and to the insertion of a DNA cassette at said gene's de- 
letion site in pXOl, whereby the strain thereby modified may be selected and a back mutation of the recombinant strain may be 
prevented, and wherein the gene thereby mutated is thereafter either unable to produce the protein causing the toxic effect for 
which it codes, or able to code for a truncated protein which has lost its toxic properties. The use of such a strain in immunogenic 
compositions is also described. 



(57) Abrege 

L ; invention concern e une souche recombinante de B. anthracis, caracterisee: par sa capacite a induire chez un note animal 
ou humain, la production d'anticorps protecteurs centre des souches virulentes de B. anthracis^ la mutation du plasmide pXOl 
d'au moins un gene donne codant pour une proteine responsable d'un effet toxique chez B. anthracis, cette mutation resultant en : 
la deletion de tout ou partie de ce gene codant pour une proteine responsable d'un effet toxique et, l'insertion au niveau du site de 
deletion de ce gene dans pXOl, d'une cassette d'ADN permettant la selection de la souche ainsi modifiee et empechant la rever- 
sion de la souche recombinante, le gene ainsi mute etant alors soit depourvu de la capacite a produire la proteine responsable de 
l'effet toxique pour laquelle il code, soit capable de coder pour une proteine tronquee depourvue de son caractere toxique. L'in- 
vention vise aussi l'utilisation d'une telle souche dans des compositions immunogenes 
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Souches recombinantes immunogenes de 
B. anthracis - Compositions imnmnogenes les 
con tenant 

La presente demande concerne des souches 
recombinantes immunogenes et non toxicogenes de 
Bacillus anthracis et des compositions immunogenes les 
contenant . 

Bacillus anthracis ( B. anthracis ) est responsable 
chez 1' animal et chez l^omme, de la maladie du charbon 
qui existe sous forme cutanee, respiratoire et 
digestive. Les formes graves de cette maladie peuvent 
conduire a la mort du sujet infecte. La pathogenicity 
de B. anthracis s'exprime selon deux aspects : un effet 
toxigue se manifestant par 1" apparition d'un oedeme, et 
un effet toxique dit letal pouvant conduire a la mort 
du sujet infecte, Ces effets sont attribues a la 
presence dans B. anthracis de trois facteurs proteiques 
agissant en combinaison par deux. L'un des trois 
facteurs est present dans les deux combinaisons et 
intervient dans la fixation des toxines de B. anthracis 
sur la membrane de l'hote. Les deux autres facteurs 
proteiques constituent les elements actifs responsables 
de la manifestation soit de I 1 effet toxique de type 
oedeme soit de l 1 effet toxique a caractere letal. Ces 
deux facteurs sont appeles respect ivement facteur 
oedematogene (abreviation anglaise : EF) et facteur 
letal (abreviation anglaise : LF) . 

Le facteur responsable de la fixation membranaire 
est appele antigene protecteur (abreviation anglaisfc 
PA) car on lui avait initialement attribue la capacite 
de conferer une protection active contre la maladie, 
lors de tests d 1 immunisation. 

Les trois facteurs PA, LF et EF ont ete purifies 
(FISH et al 1968a J. Bacterial 95: 907-917) et les deux 
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toxines obtenues par combinaison de PA et LF d 1 une 
part, PA et EF d' autre part ont ete decrites par LEPPLA 
et al (1982, PNAS - USA 79-3162-3166). 

On savait 6galement que les trois genes pag, cya 
et lef codant respect ivement pour les facteurs PA, EF 
et LF sont repartis sur un plasmide pXOl de B. 
anthracis decrit par MIKESELL P. et al (1983 Infect. 
Immun 39, 371-376) . 

Un autre plasmide pX02 a ete mis en evidence chez 
B. anthracis ; il comporte notamment les sequences d*ADN 
codant pour les elements de la capsule du bacille. 

Les genes pag, cya et lef ont ete clones et 
sequences. Ces resultats ont ete rapportes 
respect ivement par WELKOS et al, 1988 dans Gene, 69: 
287-300, par ESCUYER et al, 1988 dans Gene, 71: 
293-298, et par BRAGG et al, 1989, Gene, 81: 45-54. 

En outre CATALDI et al (Molecular Microbiology 
1990 4(7), 1111-1117) ont decrit la construction et la 
caracterisation d'une souche de B. anthracis depourvue 
du plasmide pX02 et depourvue de 1 1 antigene PA par 
modification du plasmide pXOl. 

Pour realiser cette construction CATALDI et al ont 
utilise un vecteur navette mobilisable, transferable 
par conjugaison de E. coli a B. anthracis . Ce vecteur 
comportait d'une part le gene codant pour la proteine 
PA, mute par deletion d f un fragment de taille 
infer ieure a 50 bp et d 1 autre part une cassette d'ADN 
reporteur portant un gfene de resistance a 
1 ' erythromycine (Erm r ) inseree au niveau du site de la 
deletion. 

Le vecteur ainsi forme etait introduit par 
conjugaison dans B. anthracis 7702 (Souche Sterne) et 
les transconjugants ayant subi une recombinaison 
homologue entre le vecteur introduit et le plasmide 
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pXOl aboutissant a 1 1 introduction d'un gene pag inactif 
dans pXOl a la place du gene pag d'origine, ont ete 

> selectionnes. 

Selon les auteurs de la publication, la 

*! construction realisee a permis de montrer que 1' absence 

d' expression de PA est suffisante pour abolir 
totalement le caract6re letal de B. anthracis et aussi 
de confirmer que PA joue un role central , permettant la 
penetration de EF ou de LF dans les cellules 
eucaryotes . 

Selon les auteurs de cet article publie, des 
recherches complementaires sont necessaires pour donner 
des informations sur l r expression du caractere 
pathogene de B. anthracis et sur les elements 
susceptibles d'intervenir dans 1 1 immunisation contre ce 
bacille. 

Des donnees sur PA pouvant apparaitre 
contradictoires etaient en effet disponibles dans l'art 
anterieur, etablissant d'une part que PA est le 
composant principal parmi les facteurs de la toxicite, 
requis pour la protection contre B. anthracis et 
d 1 autre part qu'un vaccin vivant a base de spores de 
souche Sterne est plus efficace qu'une preparation 
acellulaire de PA. 

A partir de la les auteurs ont conclu a la 
necessite de clarifier le role des composants des 
toxines ou d'autres antigfenes pour rechercher quelle 
pourrait etre une protection efficace contre des 
souches virulentes de B. anthracis . 

D'apres une autre publication (M. MOCK Annales de 
l'INSTITUT PASTEUR, Decembre 1990) des analyses 
d'echantillons de s6rum de patients infectes par 
anthracis ont permis de mettre en evidence des 
anticorps dirig^s contre PA, EF et LF, ce dernier 
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facteur declenchant La reponse la plus importante. La 
conclusion de l 1 article est que LF est un immunogene 
puissant. 

Les donnees disponibles tant sur la pathogenicity 
de B. anthracis que sur les elements intervenant dans 
1 1 immunisation n'ont pas permis jusqu'a present de 
r6ellement determiner ce que pour rait etre une 
composition vaccinante protectrice contre B. anthracis , 

Les resultats connus jusqu'a present permettaient 
d'envisager qu'une telle composition pouvait contenir 
des souches de B» anthracis vivantes. Cependant les 
resultats decrits dans les articles cites ci-dessus ne 
permettaient pas de definir dans quelles conditions ces 
souches devaient etre utilisees pour tirer le benefice 
de leurs composants supposes immunogenes (en 
particulier LF selon l , axticle de MOCK) sachant que PA 
etait reconnu comme jouant un role central parmi les 
facteurs de la toxicity, afin de declencher la reponse 
immunitaire protectrice chez 1' animal ou chez l'homme, 
ces souches etant en outre, non toxiques et stables 
chez l^ote. 

Les inventeurs de la presente demande ont 
recherche et mis au point des compositions immunogenes 
capables d'induire des anticorps protecteurs chez 
I 1 animal. Contrairement au cas de la souche 
recombinante PA- de B. anthracis decrite dans l 1 article 
precite de CATALDI et al, dans lequel la mutation du 
plasmide pXOl de B. anthracis portait sur un element 
non directement responsable de la toxicite, les 
inventeurs ont emis l^ypothese selon laquelle une 
souche de B. anthracis depourvue d'au mo ins l'un de ses 
facteurs de toxicite facteur responsable de la 
pathogenicite et g^neralement implique dans la reaction 
de production d 1 anticorps protecteurs, pourrait entrer 
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dans la constitution d'une composition inununogene et 
protect rice contre B. anthracis . 
* En d6pit de la constatation selon laquelle le 

facteur letal LF serait un immunogfene puissant (MOCK, 
Annales de I'INSTITUT PASTEUR), les inventeurs ont 
notamment prepare et caract£ris£ ixne souche 
recombinante de B. anthracis dans laquelle le gene 
codant pour la proteine LF est mut£ de fa?on a ne plus 
etre exprime dans la bactdrie ou de faq:on a s'exprimer 
sous la forme d^e prot6ine tronquee inactive, lis ont 
constate que la mutation du plasmide pXOl au niveau 
g&ne lef n'alterait pas. les fonctions autres que eel les 
liees a 1" expression de LF dans B. anthracis , 

De meme ils ont montre qu'une mutation du g6ne cya 
responsable du second effet toxique, pouvait conduire a 
la production de souches de B. anthracis recombinantes 
interessantes pour la preparation de vaccins. 

En consequence une modification des composants de 
la toxicite de B. anthracis conduisant a leur 
disparition ou a leur inactivation n^ltfere pas la 
potentiality de souches de B. anthracis d'etre 
immunogfenes et de proteger contre 1' infection par ce 
bacille. 

L' invention concerne done une souche recombinante 
de B. anthracis , caracterisee par : 

- sa capacity a induire chez un hote animal ou humain, 
la production d'anticorps protecteurs contre des 
souches virulentes de B. anthracis , 

- la mutation d'au moins un gene donne sur le plasmide 
pXOl codant pour une proteine responsable d'un effet 
toxique chez B. anthracis , cette mutation resultant 
en : 

. la deletion de tout ou partie de ce gene codant pour 
une proteine responsable d'un effet toxique et, 
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1* insertion au niveau du site de delation de ce gene 
dans pXOl, d'une cassette d'ADN permettant la selection 
de la souche ainsi modifi6e et emp§chant la reversion 
de la souche recombinante, le g6ne ainsi mute etant 
alors soit depourvu de la capacite a produire la 
proteine responsable de l'effet toxique pour laquelle 
il code, soit capable de coder pour une proteine 
tronguee depourvue de son caractere toxique. 

Le terme "anticorps protecteur" designe dans le 
cadre de 1* invention des anticorps capables de conferer 
une protection contre les souches virulentes de B. 
anthracis , lorsqu'ils sont produits chez un bote animal 
ou humain. Ce sont done en particulier des anticorps 
neutralisants vis a vis de B. anthracis . 

On appelle proteine responsable d'un effet toxigue 
de la souche B. anthracis , une proteine qui entre dans 
la composition d'une toxine et est necessaire a la 
manifestation soit d'un oedeme soit de la toxicite 
letale meme si cet effet resulte de la combinaison des 
activites de plusieurs facteurs. Deux prot^ines 
repondent en particulier a cette definition : la 
prot6ine EF et la proteine LF qui contribuent a la 
formation des toxines, constitutes respectivement dans 
ce cas par les combinaisons PA + EF et PA + LF. 

La cassette d'ADN inser6e dans le gene delete est 
une sequence d'ADN qui permet de verifier 1 • integration 
du gene delete dans le plasmide pXOl, puisque cette 
cassette est inseree au niveau du site de deletion du 
gene. 

La deletion d'au mo ins une partie du gene codant 
pour la proteine a effet toxique emp§che que la souche 
recombinante ainsi obtenue ne retrouve son etat naturel 
d r origine par reversion, et par consequent puisse a 
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nouveau exprimer la proteine codee par le gene en 
question ou la produise sous une forme active. 

La mutation du plasmide pXOl au niveau de l'un des 
genes codant pour EF ou LF est realisee de fa?on 
particulierement avantageuse grace a la mise en oeuvre 
d"une etape interm£diaire faisant intervenir un vecteur 
portant lui meme le gene cya ou lef mute qui par 
recombinaison homologue permettra de modifier pXOl 
respectivement au niveau du gene cya ou lef . II est 
cependant entendu que toute technique permettant de 
proceder a la mutation recherchee du gene cya ou du 
gene lef peut etre utilis6e, qu'elle soit directe ou 
non. 

Une premiere famille de souches recombinantes B. 
anthracis selon l 1 invention repondant a la definition 
precedente, est caracterisee en ce que outre les 
caracteristiques precedentes, la souche est depourvue 
du plasmide pX02. Ce plasmide pX02 est en particulier 
necessaire a la formation de la capsule de B. anthracis 
et son absence permet d'attdnuer la virulence de la 
souche naturelle. 

On peut citer parmi les souches depourvues de ce 
plasmide la souche Sterne 7702 decrite dans l 1 article 
de CATALDI et al (Molec. Microbiology 1990 4(7), 1111- 
1117 et Sterne 1939 Onderstepoort J Vet Sci Anim Indust 
13: 313-317). 

Selon un premier mode de realisation avantageux de 
I 1 invention, une souche recombinante de B. anthracis 
est une souche dont le gene lef du plasmide pXOl, 
codant pour la proteine letale LF est mute. Une telle 
souche recombinante exprime la toxine formee par la 
combinaison PA + EF. Dans ce cas la proteine LF n'est 
plus exprimee ou est exprim^e sous forme d f une proteine 
inactive. Cette souche qui sera designee dans la suite 
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pax souche LF' s'est averee etre une souche stable chez 
1" animal et capable d'induire des anticorps protecteurs 
contre B. anthracis . 

lies inventeurs ont remarque qu'une deletion au 
niveau du gene lef dans les conditions exposees ci- 
dessus, ne modifie pas les proprietes de la bacterie en 
dehors de l 1 absence de toxicite resultant de la 
modification au niveau de la proteine LF et n'est en 
outre pas letale pour la bacterie. 

Une souche recombinante de B. anthracis 
particulierement pr6feree dans le cadre de la mise en 
oeuvre de 1' invention est done caract^risee en ce 
qu'elle est capable d'exprimer les proteines PA et EF 
et en ce quelle n'exprime pas la proteine LF. 

A cet egard l 1 invention concerne en particulier la 
souche LF" (RP10) deposee le 2 Mai 1991 a la CNCM 
(Collection Nationale de Culture et de Microorganismes) 
sous le num^ro 1-1095, 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 
1* invention les souches recombinantes de B. anthracis 
sont caracterisees en ce que le gene mut6 de pXOl est 
le gene cya codant pour la proteine oedematogene EF. 

Dans ce cas le plasmide pXOl soit n'exprime pas la 
proteine EF, soit l'exprime sous une forme tronquee 
inactive s f agissant de son caractere toxique. 

Une souche EF* preferee est la souche RP9 depos6e 
le 2 Mai 1991 a la CNCM sous le numero 1-1094. 

On obtient en particulier des souches produisant 
uniquement la toxine PA + LF. Des lors que le caractere 
ldtal de la proteine LF peut etre controle, ces souches 
peuvent etre utilisees pour la production de 
compositions immunogenes. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la souche recombinante de B. anthracis entrant dans 
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l'un des groupes ci-dessus d6finis, est caracterisee 
en ce que le plasmide pXOl est en outre mute au niveau 
du gene codant pour la proteine PA, de fa?on telle que 
cette proteine soit n'est pas exprimee dans la souche 
recombinante, soit n«est pas f onctionnelle dans la 
souche recombinante, s'agissant de son role dans 
l'activite toxique de la souche par fixation aux 
membranes cellulaires de I'hote. 

Conformement a ce mode de realisation, la souche 
formee produit uniquement la proteine EF ou uniquement 
la proteine LF ou I'une de ces prolines accompagn£es 
d'une proteine PA inactive s'agissant de la toxicite. 
En consequence 1' induction de l'effet toxique resultant 
de la penetration de B. anthracis dans les cellules 
par 1 • intermediaire de la proteine PA ne peut avoir 
lieu et l'effet toxique du a LF ou EF ne peut se 
manif ester. 

Une souche ainsi definie d6ficiente en PA, du 
moins sous forme active est la souche RP8 deposee h la 
CNCM sous le n° 1-1093, le 2 Mai 1991. 

D'autres souches interessantes dans le cadre de 
l 1 invention, comportent une mutation au niveau de 
plusieurs des facteurs proteiques impliques dans la 
pathogenicite des B, anthracis . En particulier ces 
souches peuvent etre "doxablement mutantes" et a cet 
egard on citera les souches RP31 (EF*, LF', PA") , RP4 
(LF + , EF* f PA") et RP42 (PA + , EF", LF") . 

De telles souches peuvent done etre egalement 
interessantes pour la production de vaccins. 

La cassette d'ADN integree dans la souche B. 
anthracis recombinante au niveau de pXOl porte, selon 
un premier mode de realisation de 1' invention, un gene 
de resistance a un antibiotique et notamment un gene de 
resistance a la kanamycine. D'autres resistances 
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peuvent etre mises en oeuvre, par exemple par le biais 
de la resistance a I'erythromycine. 

Selon un autre mode de realisation de l 1 invention, 
cette cassette est pourvue d'un marqueur metabolique et 
sa presence dans la souche recombinante est verifiee 
par une reaction du type enzyme-substrat. 

Quelle que soit sa nature la cassette permet la 
selection des souches de B. anthracis ayant subi une 
mutation au niveau de pXOl. 

Le fragment delete du gene implique dans 
1 ' activite toxique au niveau de pXOl peut etre 
constitue par tout ou partie du gene cya ou du gene lef 
en particulier. La taille du fragment delete est 
avantageusement superieure a 0,1 kb si l'on recherche 
l 1 absence de production de la proteine naturellement 
codee par le gene et ce sans tenir compte de la partie 
du gene indispensable a 1' expression de cette proteine. 

De fa?on avantageuse le fragment delete du gene 
cya ou du gene lef est un fragment d'au moins 0,5 kb de 
preference superieur k 1 kb. La deletion peut concerner 
le promoteur des genes cya ou lef mais elle comprend 
aussi la deletion d'une partie de la sequence codante 
de la proteine afin d'eviter notamment toute reversion 
du gene delete. 

II est entendu que des souches recombinantes de B. 
anthracis peuvent egalement etre caracterisees par une 
mutation du plasmide pXOl par mutation des deux genes 
lef ou cya , selon ce qui est decrit plus haut pour 
chacun des genes. Ces souches peuvent etre mises en 
oeuvre dans le cadre de l 1 invention pour la production 
d'anticorps protecteurs. 

Dans un autre mode de realisation particulier de 
l f invention, la souche recombinante de B. anthracis est 
encore caracterisee en ce qu'elle comprend en outre un 
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acide nucleigue hetdrologue le cas echeant mut£, codant 
pour un facteur determine immunogene, sous le control e 
d 1 elements de regulation permettant son expression dans 
B. anthracis . 

Ce gene h6terologue code pour un facteur dit 
immunogene, capable de conduire la production 
d'anticorps chez un hote chez lequel B. anthracis 
recombinante est administr6e. Ce facteur immunogene 
peut benef icier le cas echeant de 1 1 environnement 
apporte par B. anthracis dans lequel il est exprime, 
pour conduire a la production des anticorps 
neutral isants. 

En d'autres termes le facteur het6rologue est 
immunogene en tant que tel ou est constitue par un 
haptene rendu immunogene du fait de son expression au 
sein de B. anthracis et/ou du fait de son association a 
une molecule porteuse. Dans ce cas la souche 
recombinante de B. anthracis se comporte comme un 
vecteur de 1 1 immunogenicite ou une souche porteuse. 

De fa9on interessante on pourra done associer dans 
B. anthracis les sequences nucleotidiques mutees du 
plasmide pXOl avec un acide nucleique heterologue 
codant pour toute sequence d'acides amines susceptible 
de presenter un interet en medecine vet^rinaire ou 
humaine du point de vue de la vaccination. 

La sequence h6t6rologue peut etre transferee dans 
B . anthracis au moyen d'un plasmide, notamment d f un 
plasmide de conjugaison replicable et mobilisable. 

A la suite de son integration dans B. anthracis 
cette sequence peut etre maintenue sur ce plasmide 
exogene ou au contraire integree par exemple dans I'ADN 
plasmidique de pXOl dans des conditions n'affectant pas 
les caracteristiques de la souche recombinante modif iee 
selon ce qui precede au niveau de sa toxicite. 
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De fa?on avantageuse les souches recombinantes de 
B. anthracis peuvent etre conserves et utilisees sous 
forme de spores. Les spores repr6sentent en effet un 
mode de conservation int6ressant du fait de leur 
caractfere transitoirement latent. Une fois administrdes 
a l'hote animal ou humain ces spores germent pour 
donner la bacterie recombinante. 

L' invention a egalement pour objet une composition 
immunogene permettant la production d'anticorps 
neutral isants et protecteurs vis a vis de B. anthracis 
chez l'hote auquel elle est administrde, caracterisee 
en ce qu'elle comprend. a titre de principe actif une 
souche recombinante de B. anthracis selon 1' invent ion , 
en melange avec un vehicule pharmaceutigue acceptable. 

A titre d'exemple de composition immunogene, on 
peut citer celle qui comprendrait, a titre de principe 
actif, la souche RP42 ou la souche RP9. 

L 1 invention vise aussi une composition de vaccin 
mixte caracterisee en ce qu'elle comprend a titre de 
principe actif, une souche recombinante de B. anthracis 
de 1' invention dans des conditions telles que son 
administration a un hote determine permet la production 
d'anticorps protecteurs a la fois contre une infection 
par B. anthracis et contre l'organisme dont est issue 
la sequence d'acides amines heterologue. 

De telles compositions peuvent etre administrees 
par injection ou par tout mode d ' administration 
habituellement utilise pour la vaccination. 

De fa$on avantageuse elles peuvent egalement 
comporter un adjuvant permettant d'augmenter le niveau 
de la reaction. 

Les doses administrates en particulier chez 
1» animal, de ces compositions, seront determinees en 
fonction de l 1 animal que I'on cherche a proteger. On 
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estime que 1 1 administration de doses allant de 10 
jusqu'a 100 fois, voire plus, la dose de souche Sterne 
utilisee (10 6 souches chez la souris) , peut etre 
envisagee. 

Entre egalement dans le cadre de l 1 invention un 
vecteur recombinant, notamment choisi parmi les 
vecteurs de type conjugatif capable d*infecter a la 
fois des bacteries Gram-negatives et des bacteries 
Gram-positives en particuler E. coli et B. anthracis , 
stable et non integratif chez B, anthracis et 
comprenant en un site non essentiel pour sa 
replication, d'une part une sequence mutee d'au moins 
tin gene codant pour une proteine responsable de I'effet 
toxique des toxines de B. anthracis , de telle fa?on 
qu'elle ne permet pas la production de cette proteine 
ou que cette proteine est produite sous une forme 
inactive s'agissant de I'effet toxique, et d f autre part 
une cassette d'ADN susceptible de se comporter comme un 
reporteur, par exemple en conferant une resistance a un 
antibiotique par exemple la kanamycine ou en permettant 
une reaction metabolique sur un substrat donne, lorsque 
ce vecteur est introduit chez B. anthracis . 

Un vecteur recombinant prefere est le vecteur dans 
lequel le gene mute de pXOl est le gene cya. Selon un 
autre mode de realisation interessant de 1« invention, 
ce vecteur recombinant comporte le gene lef mute au 
niveau plasmide pXOl. 

D'autres vecteurs recombinants utilisables sont 
caracterises en ce que le plasmide pXOl est mute au 
niveau de deux genes, par exemple au niveau des genes 
LF et PA, ou EF et PA ou EF et LF. 

Des vecteurs particulierement interessants pour la 
realisation de 1' invention sont le plasmide PMMA110 et 
le plasmide pCPLHO. 
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Le vecteur recombinant selon 1 1 invention peut 
egalement contenir outre les sequences precedemment 
decrites, un ADN heterologue codant pour une proteine 
immunog^ne det erminee • 

L 1 invention concerne de plus un procede pour la 
preparation d'une souche recombinante de B. anthracis 
repondant aux definitions ci-dessus, comprenant les 
etapes suivantes : 

la modification de souches determinees de B. 
anthracis par un vecteur recombinant tel que ci- 
dessus decrit dans des conditions permettant 
1 1 integration de la sequence mutee du gene cya ou 
de la sequence mutee du gene lef ainsi que de la 
cassette reporteur au niveau du plasmide pXOl et 
le cas echeant de I'acide nucleique heterologue, 
de fa$on telle que la sequence cya mut6e ou la 
sequence lef mutee est inseree par recombinaison 
homologue dans pXOl respectivement au niveau du 
gene cya ou du gfene lef d'origine, 
la recuperation des souches B. anthracis 
recombinantes, apres elimination du vecteur 
recombinant non integre dans pXOl. 
Entrent egalement dans le champ de l f invention les 
sequences d' ADN codant pour une proteine responsable de 
l f effet toxique de B. anthracis , caracterisees en ce 
qu f elles sont mutees par deletion dans des conditions 
telles que la proteine pour laquelle elles codent 
naturellement n'est pas produite ou est produite sous 
une forme tronquee inactive s'agissant de la toxicite, 
en particulier ce qu'il s'agit des sequences codantes 
du gene lef ou du gene cya , 

L f invention vise egalement le plasmide pXOl mute 
selon ce qui a ete d6fini precedemment au niveau du 
gene lef ou du gene cya . 



WO 92/19720 



PCT/FR92/00397 



15 

D 1 autres avantages et proprietes de 1 ■ invention 
apparaissent egalement dans les figures et les exemples 
qui suivent. 

Figure 1 : schema de la mutagenese du gene cya (A) et 
du gene lef (B) 

Figure 2 : prolines contenues dans differents 
suraageants de cultures de B. anthracis analyse par 
immunoblot et verification avec des immunoserums anti 
EF (A/), anti LF (B/) ou anti PA (C/) 
Echantillons 20 fig de : 
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EXEHPLES 
I - CONSTRUCTION DE SOUCHES MUTANTEB 



M&TERIELS ET METHODES 

Souches bacteriennes , plasmides et milieux de 
cultures 

Les souches bacteriennes et les plasmides utilises 
sont repertories dans le tableau I. Le vecteur de 
conjugaison navette entre Escherichia coli et Bacillus 
anthracis est pAT18, utilise dans ces experiences pour 
transformer B. anthracis. II contient un gene de 
resistance a 1 1 erythromicine capable de s'exprimer a la 
fois dans les bacteries Gram negatives et les bacteries 
Gram positives. 

Des milieux L broth ou L agar ont ete utilises 
pour cultiver E. coli (Miller 1972, Experiments in 
molecular genetics, Cold Spring Harbor Laboratory) . B 
anthracis a ete cultive en routine dans un milieu BHI 
(Difco laboratories) ou dans un milieu NBY pour la 
preparation des spores. Un milieu R (Ristroph et Ivins 
1983, Inf. Imm. 39:483-486) a ete mis en oeuvre pour la 
production de toxihes. Les antibiotiques ont ete 
utilises a la concentration suivante : ampicilline a 
100 ^g/ml dans une culture de E. coli; kanamycine a 50 
/ig/ml et 20 /ig/ml respectivement dans des cultures de 
E. coli et de B. anthracis; erythromycine a 180 /*g/ml 
et 10 /xg/ml pour des cultures de E. coli et de B. 
anthracis respectivement. 



WO 92/19720 



PCT/FR92/00397 



17 

Techniques ADN 

pXOl a dte pr6par6 conformement a la methode de 
Green et al 1985 (Inf. Imm. 49: 291-297). La 
preparation de ^ADN plasmidique de E. coli et de 
anthracis a dte r6alis6e selon la m6thode de Birnboim 
et Doly (Methods for recombinant DNA technology 
Maniatis et al 1982). La cassette d'ADN conf6rant la 
resistance a la kanamycine a ete pr6parde en utilisant 
le kit Geneclean (Bio 101, La Jolla, Calif ornie) apres 
electrophorese sur gel d 1 agarose. 

Procedure de conjugaison 

Les plasmides navettes recombinants ont ete 
trans feres par conjugaison dans B. anthracis 7702 
(souche Sterne) . Le systeme de conjugaison par f iltres 
de Trieu Cuot et al (1987 FEMS Microbiology Letters 48, 
289-294) a ete utilise conformement a la description de 
Cataldi et al. E. coli et B. anthracis ont ete cultiv6s 
dans des milieux L et BHI. 5 10 8 cellules de E. coli et 
10 s cellules de B. anthracis ont 6te melangees, lavees 
pour eliminer les antibiotiques et chargees sur un 
filtre Millipore de 0,45 /i place sur de l'agar BHI. 
Apres 15 heures d 1 incubation a 37 °C, les cellules ont 
ete resuspendues et etalees sur un milieu selectif 
contenant les antibiotiques appropries. La resistance 
de B. anthracis aux colicines E3 et D a ete utilisee 
pour selectionner par comptage les donneurs sensibles a 
E. coli . L' ADN plasmidique a ete purifie des 
transconjugants et utilise pour transformer E. coli . 
Les plasmides ont ete testes pour verifier 1« absence de 
rearrangements, par analyse avec des enzymes de 
restriction. 
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Isolement de souches mutantes de B. anthracis 

Les souches mutantes de B. anthracis ont ete 
obtenues par culture pendant plusieurs generations en 
1" absence d r erythromycine mais en presence de 
kanamycine per selectionner les evenements de 
recombinaison entre le gene mute contenant la cassette 
et pXOl et pour selectionner les souches ayant perdu le 
plasmide recombinant. Parmi tous les clones testes 
resistants a la kanamycine, tous etaient sensibles a 
1» erythromycine et depourvus de plasmides. La 
caracterisation des recombinants a ete completee en 
preparant l'ADN de pXOl et en sous-clonant les genes 
inactives dans pUC18 dans E. coli . L f ADN plasmidique a 
ete purifie a partir des trans formants Kan r -Amp r 
(resistants h la kanamycine-resistants a I'ampicilline) 
et teste pour l 1 absence de rearrangements , par analyse 
avec des enzymes de restriction. 

Test adenylate cyclase 

L 1 adenylate cyclase a ete testee dans des 
surnageants de culture de B. anthracis dans des milieux 
r comme decrits par Ladant 1988 (J Biol Chem 
263:2612-2618), L'activite enzymatique est exprimee en 
unite/ml correspondant a 1 nM/min/ml. 

Analyse proteique 

Une electrophorese sur gel de polyacrylamide 8% en 
presence de SDS a ete realisee selon la description de 
Laemmli 1970. Les gels ont ete soit colores avec le 
bleu de coomassie soit sounds a une analyse en 
immunoblot (Towbin et al 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 76: 4350-4354). Des western blot ont 6te effectues 
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avec un serum obtenu a partir de lapins immunises soit 
avec la proteine EF62 soit avec la proteine LF de B. 
anthracis purifiee a partir du gel. Lias proteines 
immunodetectees ont ete visualisees en utilisant la 
proteine A marquee avec 1251 et par autoradiographic 
avec des films a rayon X. 

Preparation des spores 

Pour la preparation de spores de B. anthracis , on 
strie une colonie sur un milieu NBY en gelose inclinee 
et on incube pendant 7 jours a 30 °C. La formation des 
spores a ete controlee par examen au microscope. 5ml 
d'eau distillee sterile ont ete ajoutes a chaque tube. 
La suspension de spores a ete transferee dans un tube 
sterile incubee dans de l^au a 65 °C pendant 30 minutes 
pour tuer tous les bacilles pouvant exister dans cette 
culture. La culture contenant au moins 90% de spores et 
10 8 CFU/ml a ete collectee par centrifugation et 
suspendue dans l'eau (1/20 v/v de la culture 
d'origine). Les dilutions de 1' ensemble des spores ont 
ete etaiees pour comptage de spores viables sur un 
milieu agar BHI. L' ensemble des spores a ete divise en 
parties aliquotes en 5 ml et conserve a 4°c. 

Avant chaque experience d» infection, les parties 
aliquotes ont ete diluees dans de l'eau physiologique 
et les dilutions ont ete etalees sur une boite d'agar 
BHI pour determination par comptage de la viabilite. 

Les spores de B. subtil is ont ete preparees de la 
meme maniere. 
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Infection des souris 

Des souris suisses femelles agees de 3 a 6 
semaines, non contaminees ont ete fournies par le 
laboratoire Saint Aubin Les Elboeuf, France. Les 
animaux ont ete nourris avec de l f eau st6rilisee 
completee par des vitamines (pH 3), La mortalite a ete 
suivie en inoculant par voie sous-cutanee (sc) des 
groupes de 10 souris avec des dilutions appropriees de 
suspension de spores (dans un volume de 0,2 ml) 
obtenues a partir de la souche parentale ou des 
mutants. La virulence a ete estimee en determinant la 
dose letale a 50% (LD 50) sur des groupes de souris 
agees de 3 a 10 semaines par la methode statistigue. La 
survie des bacteries a ete suivie dans les tissus de 
l'hote en infectant les souris au niveau du coussinet 
plantaire droit (dans un volume de 0,1 ml) avec de 
fortes doses de suspension de spores provenant des 
souches testees. Des groupes de 5 souris ont ete 
sacrif ies a intervalles donnes et leurs pieds ont ete 
sectionnes, laves dans des solutions d 1 hypochlorure de 
sodium (1 min) pour tuer les contaminants de la peau et 
avec du PBS sterile pH 7,2 (1 min). Ensuite des volumes 
de 0,1 ml des dilutions en serie (10 f ois) ont ete 
etales sur un melange gelose contenant de la 
trypticase. Les colonies ont ete comptees apres 16 
heures d 1 incubation a 37 8 C et les resultats ont ete 
exprimes sous la forme du log 10 des comptages 
bacteriens par pied. En meme temps la reaction 
d* inflammation induite dans le coussinet plantaire des 
souris infectees a ete mesuree a intervalles donnes en 
utilisant un pied a coulisse (Schell taster, Hessen) . 
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RESULTATS 

Construction des souches mutantes de B. anthracis 
d£ficientes en toxine EF ou en toxine LF 

Les genes codant pour la proteine LF (gene lef) ou 
pour la proteine EF (gene c^a) ont 6t6 inactives 
conformement a la technique de Cataldi a la fois par 
d616tion et par insertion d'une cassette resistante a 
la kanamycine. La constuction realisee initialement 
dans E. coli a 6t§ transferee par conjugaison dans la 
souche Sterne 7702 de B. anthracis. Le gene cya clone 
et sequence (Mock et all988 Gene 64:277-284) a ete 
sousclone dans E. coli dans le plasmide pUC8 (pMM861) . 

Le plasmide recombinant pMM861 (Labruyere et al 
1990 Biochemistry 29:4922-4928) codant pour le locus 
cya a ete soumis a une digestion enzymatique partielle 
au niveau du site Hind III de fa?on a creer un fragment 
de deletion Hind III de 1 Kb a l'int6rieur du gene cya. 
Le plasmide a ensuite ete coupe en son site Bglll 
unique dans le gene et la cassette d 1 ADN de 1 Kb 
conf6rant la resistance a la kanamycine a ete liguee au 
plasmide. Le plasmide recombinant resultant pMMA862 a 
6te caracterise a partir de transf ormants E. coli Ampr, 
Kanr. Les profils de la preparation plasmidique pMMA862 
obtenus avec les enzymes de restriction ont montre que 
le gene cya etait mute conformement a ce que l'on 
souhaitait. Ensuite un fragment de 4,2 Kb EcoRI-BamHI 
du plasmide pMMA862 a 6t6 insere dans le plasmide 
navette mobilisable pAT18 (Ermr) (pMMAHO) . 

La mutagenese du gene lef a et6 realisee de fa<?on 
similaire. Le gene lef est contenu dans un fragment 
Sacl-Clal de 3,5 Kb du plasmide pXOl de B. anthracis . 
Ce fragment a 6t6 tout d'abord clon6 dans pUC18 et a 
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permis d'exprimer le gene lef dans des cellules E« coli 
portant le plasmide correspondant pCPLll. Le fragment 
de 3,5 Kb a ensuite ete ins ere dans pAT18 (pCPLlOO) . Le 
plasmide recombinant pCPLlOO a ete sounds a une 
digestion enzymatique partielle avec EcoRI de fa?on a 
creer un fragment de deletion EcoRI de 0,8 Kb a 
l 1 inter ieur du gene. Le plasmide resultant a ete coupe 
a son site Xhol unique a 1 ' interieur de lef et la 
cassette Kan r a ete liguee au plasmide. Le plasmide 
recombinant correspondant pCPLllO a £t6 caracterise a 
partir des trans formants E. coli , Erm r , Kan r . Le profil 
des enzymes de restriction de pCPLllO a montre que le 
gene lef eta it mute comme on le souhaitait. 

Les genes inactives ont ensuite ete trans feres 
dans B . anthracis 7702 : PMMA110 et pCPLllO portant 
respectivement les genes mut£s cya et lef ont permis de 
transformer E. coli HB101 portant pRK212.1 pour la 
mobilisation. La strategie de transformation par le 
vecteur developpe par Trieu Cuot a ete utilisee entre 
E. coli et la souche B» anthracis 7702 de Sterne de 
fa^on a transferer les constructions d'ADN faites dans 
E. coli , vers B. anthracis par conjugaison. 

Bien que les frequences de trans fert aient ete 
faibles (10" a ) des transconjugants B. anthracis Kan r , 
Erm r ont ete obtenus. Les evenements de recombinaison 
homologue entre PMMA110 ou pCPLllO et pXOl ont ensuite 
ete s£lectionnes pour verifier 1 1 introduction du gene 
cya inactif ou du gene lef inactif dans pXOl. Pour 
cela, les transconjugants ont ete cultives sur 
plusieurs generations sans erythromycine (Erm) 
(antibiotique de selection pour le plasmide navette) 
mais en presence de kanamycine (Kan) (selectif pour la 
cassette) . Tous les clones testes conf ormement a cette 
procedure etaient sensibles a Erm et resistants a Kan, 
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montrant la perte de PMMA110 ou de pCPLHO et 
1 1 integration de la cassette Kan r dans pXOl. Les 
souches B. anthracis presumees recombinantes EF" ou LF" 
portant respectivement pXOl-cya" ou pXOl-lef ont ete 
d'abord caracterisees selon la technique decrite dans 
la partie Materiels et Methodes par analyse avec les 
enzymes de restriction puis par le test de l 1 adenylate 
cyclase et des experiences d' immunoblot. 

Production des toxines PA, LF et EF dans les 
surnageants de culture des souches mutantes de B. 
anthracis 

L 1 activite adenylate cyclase du composant EF a ete 
determine dans differentes souches de B. anthracis 
(tableau 2). Aucune activite n'a ete detectee dans les 
surnageants de culture de la souche mutante EF", 
confinnant ainsi 1 1 inactivation du gene cya sur pXOl. 
Dans le surnageant de culture de la souche mutante LF", 
1' activite adenylate cyclase etait la meme (200 u/ml) 
que l 1 activite trouvee habituellement dans les 
surnageants de culture des souches 7702. 

Les souches mutantes B. anthracis etaient ensuite 
caracterisees par analyse immunoblot en utilisant un 
serum dirige contre PA, EF ou LF, Les serums ont ete 
obtenus conformement a la procedure decrite dans 
Materiels et Methodes. Comme le montre la figure 2, les 
trois proteines composant les deux toxines de B. 
anthracis, PA, EF et LF sont produites dans B. 
anthracis 7702 lorsque les bactdries sont cultivees sur 
un milieu R dans des conditions definies. Aucun 
composant apparente a LF n'a ete produit par les 
souches mutantes LF* alors que PA et EF etaient 
produites. De plus aucun composant apparente a EF n'a 
£te detecte dans les surnageants des souches mutantes 
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EF", confirmant I s absence d'activite adenylate cyclase 
dans les surnageants de culture des mutants EF" 
(tableau 2). Dans les surnageants de culture des 
mutants PA", aucun composant apparent^ a PA n f a ete 
detecte alors que LF et EF etaient encore produites. 

Virulence des differentes souches de B« anthracis 
dans les souris 

Des groupes de 10 souris suisses ont 6te inocules 
sc avec des doses croissantes de differentes souches de 
B. anthracis , et la mortalite a ete suivie pendant 15 
jours. La souche 7700 correspondant a la souche Sterne 
7702 depourvue du plasmide pXOl codant pour les toxines 
etait totalement avirulente (LD 50 10 9 ) , comme le sont 
les souches mutantes PA" obtenues par Cataldi. 
L'inactivation de EF a inflechi de fa?on significative 
la LD 50 par une unite 1,0 log (LD 50 10 7 spores par 
souris contre 10 6 spores par souris pour la souche 7702 
Sterne) • Ceci indique que 1 ■ expression de la virulence 
etait partiellement affectee par 1' absence de 
1 1 adenylate cyclase . Au contraire la letalite etait 
totalement abolie en 1* absence du facteur letal puisque 
les souches de B. anthracis mutantes LF" etaient 
avirulentes (LD 50 10 9 ) . La souche mutante LF" 
totalement avirulente mais produisant neanmoins la 
toxine de l'oedfeme (PA + EF) pouvait induire l^edeme 
de la peau apres injections sous-cutanees , alors que 
les souches mutantes PA" ou EF" n 1 induisaient pas 
d^edeme. II 6tait important de verifier in vivo cette 
propriete et pour cela des souris ont ete inoculees 
avec differentes souches de B. anthracis (10 8 , 10 7 ou 
10 6 spores par souris) dans le coussinet plantaire 
droite. L'intensite de l^edeme dans le coussinet 
plantaire a ete mesuree avec un pied a coulisse, Les 
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resultats obtenus sont rapportes a la figure 2. La 
souche mutante LP" etait capable d'induire 1' oedema de 
la peau comme la souche Sterne 7702. Au contraire les 
souches mutantes de B. anthracis 7700 PA" ou EF" 
n • induisaient pas l'oedeme de la peau. Pour toutes les 
souches de B. anthracis. la reaction d • inflammation 
s'est accrue 2 jours apres 1' injection (les sour is sont 
mortes dans cette experience, la LD 50 sc dans le 
coussinet des pattes etait plus forte que 10°) . Lorsque 
les souris etaient inoculees avec 10 B spores de la 
souche 7702 Sterne un oedeme etait observe pendant 6 
jours, avec la souche mutante LF" l'oedeme etait 
visible pendant 2 jours seulement. Avec la souche B. 
subtil is MSY aucune reaction d 1 inflammation (10 6 , 10 7 
ou 10 8 spores en suspension) n' etait observee. 
Finalement pour verifier si 1' induction de l'oedeme 
etait dependante de la survie bacterienne dans le 
coussinet de la patte des souris infectees, une culture 
bacterienne a ete suivie lorsque les souris etaient 
inoculees avec 10 s spores de toutes les souches de B^ 
anthracis testees. 

Pour toutes les souches B. anthracis . le log 10 du 
comptage bacterien par patte decroissait rapidement 24 
heures apres 1' injection par plus de 1,0 unite log et 
restait stable pendant 10 jours. Ceci indiquait que 
1' induction de l'oedeme n' etait pas correlee avec la 
survie bacterienne au point de 1 ' inoculation. Lorsque 
les souris etaient inoculees avec une suspension de 10 8 
spores de B. subtil is . le log 10 du comptage bacterien 
decroissait de facon significative. Les spores etaient 
detruites 5 jours apres 1' infection. Ces donnees ont 
demontre que la souche de B. anthracis (meme a la 
souche 7700) survivait plus longtemps que la souche B. 
subtilis dans les tissus de l'hote. 
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TABLEAU 1 : 



Souches bacteriennes et plasmides utilises 



S ouches bacteriennes 



Souches 



Plasmides 



pXOl 



B.anthracis 7702 

B.anthracis 7700 

B.anthracis RP8 PA" 

B.anthracis RP9 EF" 
B.anthracis RP10 

LF" 

E.coli HB101 
E.coli JM105 
B.Subtilis SMY 
Plasmides 

pAT18 : plasmide navette pXOl, 

al f 1987) 
pCPLlOO : plasmide recombinant 



pXOl- paq 322 

pXOl- cya 303 
pXOl-lef 238 

PRK212.1 



Caracteristiques 

PA*EF*LF* 
Nal r 

PA"EF*LF* Erm r 

PA + EF*LF" Kan r 
PA*EF*LF" Kan r 

Amp r 



Erm r (Trieu Cuot et 



pAT18 



kb Clal-Sacl DE 



port ant le 
PXOl codant 



pCPLHO 



pMMA861 



pMMA862 



pMMHO 



fragment 3 , 5 
pour LF. Erm r 

derive de pCPLlOO portant une cassette Kan r 
de 1,5 leb inseree dans le gene de structure 
LF delete d'un fragment 0,8 kb EcoRI Kan r . 
Erm r 

plasmide recombinant pUC8 portant le 
fragment 3,17 kb EcoRI-BamHI de pXOl codant 
pour EF (Mock 1987) Amp r 

derive de pMMA861 portant la cassette Kan r 
de 1,5 kb inseree dans le gene de structure 
EF delete du fragment Hindlll fragment Amp r 
Kan r 

inserat de 3,57 kb d'ADN de pMMA861 clone 
dans pAT18 Erm r , Kan r 
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B.anthracis 7702 : souche Sterne 1939 J Vet Sci Anim 



B.anthracis 7700 

B.anthracis RP8 
E.coli HB101 

E-coli JM105 



Indust 13: 313-317 

souche derivee de 7702 depourvue 

de pXOl 

souche d6rivee de 7702 
Trieu Cuot et al, 1987 FEMS 
Microbiol Letters 48: 289-294 
Yannish-Perron et al, 1985 Gene 
33: 103-109 



TABLEAU 2 : 



Activite adenylate cyclase dans les differents 
surnageants de culture de B. anthracis 



Souches 

Mutant EF" 
Mutant PA* 
Mutant LF" 



Activite Adenylate cyclase 
nmol/min/ml surnageant 



300 

200 



Souche Sterne 7702 



200 



Construc tion de souches doublement mutantes de 
B. anthracis 



Ces souches ont ete construites selon les 
techniques decrites dans les pages prec^dentes. Elles 
produisent un seul des composants PA, EF ou LF. 
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Methodes 

Les denominations des souches et leurs 
caracteristigues sont les suivantes : 

- RP31 : EF + LF~ PA* 

Le gene lef est inactive par insertion de la cassette 
de resistance a la kanamycine (Kan R ) . 

Le gene paq est inactive par insertion de la cassette 
de resistance a 1 "erythromycine (Erm R ) . 

- RPA4 : LF + EF" PA" 

Le gene pag est inactive par insertion de la cassette 
de resistance Era R . 

Le gene cya est inactive par insertion de la cassette 
de resistance Kan R . 

- RP42 : PA + EF" LF~ 

Le gene cya est inactive par insertion de la cassette 
de resistance Enn R . 

Le gene lef est inactive par insertion de la cassette 
de resistance Kan R . 

Ces trois souches ont ete caracterisees 

biochimiquement par analyse des proteines contenues 

dans leurs suraageants de culture (selon la methode de 
Western Blot) . 



II - EXPERIENCES D ' IMMUHO PROTECT ION 

Des experiences ont ete entreprises chez la 
souris, dans le but d'etudier le pouvoir 
immunoprotecteur des souches mutantes. Les animaux ont 
regu, par voie sous-cutan6e, des spores de RP42 (PA + , 
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EF", LF") et de RP9 (PA\ EF+, LF~) un lot temoin 
d'animaux ne recevant riexu 

Au bout de 40 jours, le challenge a 'ete realise 
par injection en voie sous cutanee d'une dose 16tale 
(1,5. 10 9 spores) de la souche Sterne. 

Le pourcentage des animaux survivants a ete 
determine : 

90% et 85% des animaux ayant regu respectivement RP42 
et RP9 ont survecu a 1' injection de la dose letale de 
la souche Sterne, alors que l'on n 1 observe aucune 
protection parmi le groupe t6moin. 

Ces premiers resultats sont signif icatifs et 
indiquent que les souches construites sont capables 
d f induire une immunoprotection active chez la souris. 
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REVENDICATIONS 

1. Souche recombinante de B. anthracis , caracterisee 
par : 

sa capacite a induire chez un bote animal ou 
humain, la production d'anticorps protecteurs 
contre des souches virulentes de B. anthracis , 
la mutation sur le plasmide pXOl d'au moins un 
gene donne codant pour une proteine responsable 
d'un effet toxique chez B. anthracis , cette 
mutation resultant en : 
. la deletion de tout ou partie de ce gene codant pour 
une proteine responsable d'un effet toxique et, 

l l insertion au niveau du site de deletion de ce gene 
dans pXOl, d'une cassette d'ADN permettant la selection 
de la souche ainsi modifiee et empechant la reversion 
de la souche recombinante, le gene ainsi mute etant 
alors soit d^pourvu de la capacite a produire la 
proteine responsable de 1« effet toxique pour laquelle 
il code, soit capable de coder pour une proteine 
tronquee depourvue de son caract&re toxique. 

2 . Souche recombinante de B. anthracis selon la 
revendication 1, caracterisde en ce quelle est 
depourvue du plasmide pX02, en particulier en ce qu'il 
s'agit de la souche STERNE 7702. 

3. Souche recombinante de B. anthracis selon l'une 
quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee en 
ce que le gene mute de pXOl est le gene lef codant pour 
la proteine letale LF. 

4. Souche recombinante de B. anthracis selon l'une 
quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee en 
ce que le gene mute de pXOl est le gene c^a codant pour 
la proteine oedematogene EF. 

5. Souche recombinante de B. anthracis selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
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gu'elle est capable d'exprimer les proteines PA et EF 
et en ce quelle n'exprime pas la proteine LF. 

6. Souche recombinante de B. anthracis selon l'une 
guelconque des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que le plasmide pXOl est en outre mute au niveau du 
gene codant pour la proteine de PA, de faq:on telle que 
la proteine PA soit n'est pas exprimee dans la souche 
recombinante, soit n'est pas f onctionnelle dans la 
souche recombinante. 

7. Souche recombinante de B. anthracis selon l'une 
des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
est doubiement mutee au niveau du plasmide pXOl. 

8. Souche recombinante de B. anthracis selon la 
revendication 7, caracterisee eh ce que les genes lef 
et pacy sont inactives, et notamment en ce qu'il s'agit 
de la souche RP31. 

9 . Souche recombinante de B. anthracis selon la 
revendication 7, caracterisee en ce que les genes paq 
et cya sont inactives, et notamment en ce qu'il s'agit 
de la souche RP4 . 

10. Souche recombinante de B. anthracis selon la 
revendication 7, caracterisee en ce que les genes cya 
et lef sont inactives, et notamment en ce qu'il s'agit 
de la souche RP42. 

11. Souche recombinante de B. anthracis selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee en 
ce que la cassette d'ADN porte un gene de resistance a 
un antibiotique par exemple la kanamycine ou un 
marqueur metabolique. 

12. Souche recombinante de B. anthracis selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 11, caracterisee en 
ce que le fragment delete du gene de pXOl est un 
fragment d'au moins 0,1 kb de preference l kb, 
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suffisant pour empecher la production de la proteine 
pour laquelle il code naturellement. 

13. Souche recombinante de B. anthracis selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 12, caracterisee en 
ce qu'elle comprend en outre un acide nucldigue 
heterologue le cas echeant mute, codant pour un facteur 
determine immunogene ou susceptible de l'etre, sous le 
controle d 1 elements de regulation permettant son 
expression dans B . anthracis . 

14. Souche recombinante de B. anthracis selon la 
revendication 13 , caracterisee en ce que 1' acide 
nucleique heterologue est porte par le plasmide pXOl. 

15. Souche recombinante de B. anthracis selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 14, caracterisee en 
ce qu'elle est sous forme de spores. 

16. Souche recombinante selon la revendication 2 ou 4, 
caracterisee en ce qu'il s f agit de la souche RP9 
deposee le 2 Mai 1991 a la CNCM sous le numero 1-1094. 

17. Souche recombinante selon la revendication 2 ou 3, 
caracterisee en ce qu'il s'agit de la souche RP10 
deposee le 2 Mai 1991 a la CNCM sous le num£ro 1-1095. 

18. Souche recombinante selon la revendication 1 ou la 
revendication 2 , caracterisee en ce qu'il s'agit de la 
souche RP8 deposee le 2 Mai 1991 a la CNCM sous le 
numero 1-1093. 

19. Composition immunogene, permettant la production 
d'anticorps neutralisants et protecteurs vis a vis de 
B. anthracis chez l'hote auquel elle est administree, 
caracterisee en ce qu'elle comprend a titre de principe 
actif une souche recombinante de B. anthracis selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 12, 16 a 18 en 
melange avec un vehicule pharmaceutique acceptable. 

20. Composition de vaccin mixte, caracterisee en ce 
qu'elle comprend a titre de principe actif, une souche 
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recombinante de B. anthracis selon l'une guelcongue des 
revendications 13 a 18, dans des conditions telles que 
son administration a un hote d6termin6 permet la 
production d'anticorps protecteurs a la fois contre une 
infection par B. anthracis et contre I'organisme dont 
est issue la sequence d'acides amines h6terologue. 

21. Composition immunogene selon I'une quelcongue des 
revendications 19 ou 20, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend, a titre de principe act if, des souches RP42 
ou RP9. 

22. Composition immunogene selon l'une quelcongue des 
revendications 19 & 21, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un adjuvant. 

23. Vecteur recombinant, notamment choisi parmi les 
vecteurs de type conjugatif capable d'infecter a la 
fois des bacteries Gram-n6gatives et des bacteries 
Gram-positives en particuler E. coli et B. anthracis , 
stable et non integratif chez B. anthracis et 
comprenant en un site non essentiel pour sa 
replication, d'une part une sequence mut6e d'au moins 
un gene codant pour une proteine responsable de I'effet 
toxique des toxines de B. anthracis . de telle fa$on 
quelle ne permet pas la production de cette proteine 
ou que cette proteine est produite sous une forme 
inactive s'agissant de I'effet toxique et d' autre part 
une cassette d*ADN susceptible de se comporter comme un 
reporteur, par exemple en conferant une resistance a un 
antibiotique par exemple la kanamycine ou en permettant 
une reaction metabolique sur un substrat dbnne, lorsque 
ce vecteur est introduit chez B. anthracis . 

24. Vecteur recombinant selon la revendication 23, 
caracterise en ce que le gene mute de pXOl est le gene 
lef . 
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25. Vecteur recombinant selon la revendication 23, 
caracterise en ce que le gfene mut6 de pXOl est le gene 
cya . 

26. Vecteur recombinant selon la revendication 23 , 
caracterisd en ce que le plasmide pXOl est mute au 
niveau de deux genes, et notamment au niveau des genes 
LF et PA ou, EF et PA ou, EF et LF. 

27. Vecteur recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 23 a 26, caracterise en ce qu'il 
contient en outre un ADN heterologue codant pour une 
proteine immunogene d6termin6e. 

28. Sequence d 1 ADN codant pour une proteine responsable 
de l f effet toxique de B. anthracis , caracterisee en ce 
qu'elle est mutee par deletion dans des conditions 
telles que la proteine n»est pas produite ou est 
produite sous une forme tronquee inactive, la mutation 
de la sequence 6tant en particulier situee au niveau du 
gene lef ou du gene cya . 

29. Proc£d6 pour la preparation d'une souche 
recombinante de B. anthracis selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 6 ou 16 a 18 comprenant les etapes 
suivantes : 

la modification de souches determinees de 
B. anthracis par un vecteur recombinant selon 
I 1 une quelconque des revendications 23 a 25 ou 27 
dans des conditions permettant 1 1 integration de la 
sequence mutee du gene cya ou de la sequence mutee 
du gene lef ainsi que de la cassette reporteur et 
le cas echeant de I'acide nucleique heterologue au 
niveau du plasmide pXOl de fa?on telle que la 
sequence cya mutee ou la sequence lef mutee est 
inseree par recombinaison homologue dans pXOl 
respectivement au niveau du gene cya ou du gene 
lef d'origine, 
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la recuperation des souches B. anthracis 
recombinantes, apres elimination de la fraction du 
vecteur recombinant non integre dans pXOl. 
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31-07-87 


FR-A- 


2587720 


27-03-87 


JP-A- 


63068075 


26-03-88 


LU-A- 


86608 


05-04-88 


NL-A- 


8602422 


fo-04-87 


SE-A- 


8604007 


26-03-87 


WO-A- 


8702038 


09-04-87 


US-A- 


5081029 


14-01-92 



W0-A-9011688 


18-10-90 


AU-A- 


5355990 


05-11-90 






CA-A- 


2013572 


30-09-90 






CN-A- 


1046463 


31-10-90 






EP-A- 


0465561 


15-01-92 



I 



Pour toot 
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